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顆粒球 一 単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ系前駆細胞 くC F U－ G Mン か ら額粒球系前駆細胞 くCFC－Gl お よ び単
球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ系前駆細胞 くC F C 朋1 へ の 分化の 過程と 工a 様抗原 の 発 現能 と の関係 に つ い て検討 し
た
一
方法 と して， 工a 様抗原 に対す る単ク ロ ー ン抗体 O K la と補体 で 処理 して ヒ ト臍帯血お よ び骨髄単核細
胞か らIa 様抗原陽性 く1a＋l 細胞を除去す る方法 くn egativ e sel ctio nl， な ら び に ブ ドウ球菌 より精製 し
たプ ロ テイ ン A 結合 ウ シ 赤血 球と単 ク ロ ー ン 抗体 O Klalと を用 い た ロ ゼ ッ ト法 お よ び セ ル ． ソ ー テ ィ ン
グ法 に よ り ヒ ト臍帯血 や骨髄単核細胞 か ら王a＋ 細 胞 と工a 横 坑原陰性 く1a －1 細胞 を 分離分取 す る 方法
くpo sitiv e sel ctio nl を用い て 検討 した ． ま ず， O K Ial と補体 で Ia＋ 細胞 を除去後 ， C F U－ G M コ ロ ニ ー 培
養法 を行なう と， 骨髄 で は補体 の み で処理 した対照 に比 べ C F U－ G M が著 し く減少 し， エ ス テ ラ ー ゼ ニ 重染
色法 に よ る と， そ の ほ と ん どが CF C． G の減少に よるものであっ た ． 一 方 ， 臍帯 血 で は CFU－ G M の 減少は軽
度で ， 残 っ たIa 一 紙胞 は C F C， G より も C F C－M を強く発育 させ た ． ま た， Ia十 細 胞とIa 一 紙胞 を ロ ゼ ッ ト
法で 分離分取す る と， 臍帯血 C F C－G はお もに Ia＋ 細胞群に お い て 形成さ れ ， 骨髄 C F C－G も ま た同様 の 結
果と な っ た ． これ に対 し， 臍帯血 C F C．M の 大部分 はIa一細胞群 に お い て形成さ れ た． 骨髄 に お ける C F C．
M の絶対数 は臍帯血に 比 べ て非常 に 少な い ため ， 骨髄 C F C－M の 形成は王a 一 細胞群 に お い て も少 なく ， 有
意の結論 は得られ な か っ た ■ 螢光活性化セ ル ソ 一 夕 ー を利用 した セ ル ． ソ ー テ ィ ン グ 法を用 い て よ り純粋
に Ia＋ 細胞 とIa 一 細胞 を分離分取 した が， Ia＋ 細胞群 に お け る C F C－G コ ロ ニ ー 形成の 優位性な らび に Ia－
細胞群 に お ける C F C．M コ ロ ニ ー 形成の 優 位性が確認さ れ た
． ま た， 臍帯血 単核細胞か ら の T リン パ 球除
去， ある い は h＋ 細胞お よ びIa 一 紙胞 に よる培養細胞の再構築， あ る い は分画 した 工a＋ 細胞 な ら びに 工a一紙
胞培養上清の C F U．G M ア ツ セ イ 系 へ の 添加に よ り， C FC－ G， C F C－M に お けるIa 横坑原発現能に は偏 っ た
増減 はお こ らず， 補助細胞の関与や培養中 に Ia十 ，1a
一
紙胞か ら放出さ れ る液性因 子 の 関与 は少な い もの と
思われ た
． 以上 の結果 よ り， C F U－G M か らの 顆粒球系 ある い は単球系 どち ら か へ の 方向づ けと Ia 様抗原発
現能 との 間に は密接 な関係が あ り ，C F C－ G で は その 発現能が強 く，C F C－M で はその 発現 能が弱 い こ と が明
ら か とな っ た ． ま た， 臍帯血で は Ia 様抗原発現能の 弱い CFC－ M が多数存在 し， 何 らか の 生理 的意義が示
唆され た ．
Key w ords ste m c ells， Ia a ntige ns， gra n ulopoiesis， bo n e m arr o w， COrd blo od
Ia 抗原は ， マ ウ ス の 17番目 の 染色体上 に あ る主 要 Ir egio n－a SS O Ciated a ntigens で ある と こ ろ か ら，Ia抗
組織適合遺伝子群 くm ajo r histo c o mpatibilty c o m一 席 と総称さ れ たり ． ヒ トで は， この M H C が第6染色体
ple x， M H Cl の I領域遺伝子 くと く に I－A と I－E 亜 領 短腕上 に あ り HL A複合座 と呼ば れ， その 中 に存在す
卿 に よ っ て 支配 され て産生さ れ る糖蛋 白質抗原 で， る H L A－D R領域は免疫学的 に 重要 な機能 を担 っ て い
A bbre viatio n s こB F U． E， burst－fo r ming u nitsin erythroidニ B R BC， bo vin e red blo od cells三
C F C． G， C Olo ny－for ming cells in gr a n ulocytei C F C－ M ， C Olo ny－forming c ells in m o n o cytel
m a crophageニ C F U－E， C Olo ny－for ming u nitsin e rythr oid三 C F U－ G E M M， COlony－for ming u nits
in gra n ulo cyte， e rythr oid， m O n O Cyte， m egakaryo cyteニ C F U－G M， C Olo ny－for ming u nits in
C F C－ G と C F C－ M に お けるIa 横坑原発現能
る D R抗原 を支配 す る遺伝子領域で あ る． こ の D R抗
原は組織分 札 生物学的性状， 分子 構造 に お い て マ ウ
ス の 1－E抗原 と似 て い る た め 王a 様抗原 と呼 ば れ て い
る21． こ の 工a 様抗原は B 細胞 ， 抗原提示細胞， 活性化
丁細胞 に 発現 され ， 免疫担当細胞間相互作用 に お い て
重要な働 き を担 っ て い る釘 ． 一 方 ， 造血細胞 に も工a 様
抗原が発現する こ と が明 らか と な っ て き た ． 顆粒球系
では， 骨髄芽球， 前骨髄球 に は1a 横坑原が発現す る が，
より成熟 した顆粒球 はIa 横坑原陰性 で あ り， 骨髄芽球
よ り未熟 な顆粒球一単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ系前駆細胞
くc olo ny．fo rming units in granulo cyte－ m OnOCytel
m a c rophage， C FU －G Ml で はIa 様抗原が発現 して い
ると の 報告が数多く な され て い る4ト 州 ． ま た， 赤芽球系
細胞 に 関 し て は， 未熟 な 赤芽球系前駆細胞 くbu rst－
for ming unitsin e rythroid， B FU－ El で はIa 様抗原
が発現して い るが 鋸11 ト 1 4J， よ り成熟 し た赤芽球系前駆
細胞 くc olo ny－fo rming u nits in e rythr oid， C F U－El
につ い て は議論 の残 っ て い ると こ ろ で ある が， 工a 様抗
原は発現 して い ない と さ れ てい る8Il lト 1 3I． 近年， C F しト
G M， B F U－E よ り未熟で多分化能 を有す る造血幹細胞
で あ る c olo ny ．fo rming u nits in gra n ulocyte，
e rythroid， m On OCyte， m egaka ryo cyte くC F U－
G E M MJ に 対 す る コ ロ ニ ー 形成 法 が 発達 し1 5ト1 71，
C F U． G E M Mに お い て もま たIa 様 抗原が発現 して い
ると報告され て い る1 8ト 抑 ． 以 上 の よう に ，工a 様抗原 は
ヒ ト造血幹細胞に 発現 し， そ の 分化の 過程 に 関与して
い る こ と が示 唆さ れ て い る． 一 方 ， C F U－G M は顆粒球
系前駆細胞 くc olony－for ming c ells in gr a n ulo cyte，
C F C．Gl と単球lマ ク ロ フ ァ ー ジ系前駆細胞 くc olo ny－
fo r ming c ellsin m o n o cyteノm a c rophage， C F C－Ml
に さ ら に 分化 する と 考え られ て い るが ， そ の 各々 に お
ける工a 横坑原 の 発現 性 に つ い ては ほ とん ど検討 さ れ
て い な い ． 本研究 で は， 工a様抗原 に 対す る単 ク ロ ー ン
抗体 O K la と補体 を用 い て ヒ ト骨髄細胞 と臍帯血 よ
りIa 様抗原陽性 く工a＋l 細胞を除去 す る 方法 くn ega －
tiv e s el ctio nl， な らび に セ ル ． ソ ー ティ ン グ法お よ
び プ ロ テイ ン A を 利用 した ロ ゼ ッ ト法 に よ り ヒ ト臍
帯血 や 骨髄単核細胞 か らIa＋ 細 胞 と 工a 様 抗原陰性
く工a－1 細胞を分離分取する 方法 くpo sitiv e sel ctio nl
に よ り， C FU－GM から CFC－G お よび CF C－M へ の 分
化の過程とIa 様抗原発現能 と の 関連 に つ い て 検討 し
た．
gr a n ulocyte－ m O n O Cytelm a cr．ophage三 CFU－S，
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材料お よ び方法
I ． 材 料
正 常新生児分娩直後 で， 胎盤 を剥離す る前 に切断さ
れ た臍帯の 胎盤側 よ り採取 した 臍帯血を使用 した． さ
ら に 特発性血小板減少性紫斑病， 鉄欠乏性貧血 ， 急性
白血病寛解期， あ る い は末棺血 お よ び骨髄の検索を行
い 骨髄球系造血 が正 常 と診断され た患者か ら採取し た
骨髄 を使用 した ．
工工 ． 方 法
1 ． 単核球の 分離
ヘ パ リ ン 加臍帯血 に 2．5％デ キ ス ト ラ ン ー リ ン 酸緩
衝液生理食塩水 くpho sphate－buffered s aline， PB S，
pH
ニ 7．41を等量 加え 37
0
C， 30分間静置後上清 を採取
し， Fic oll． Hy paqu eく1ymphopr ep， Nyega a rd 良 Co． ，
01so， No r w ayl 比重遠沈法に て 40Xg， 30分間遠心
し中間層の 単核細胞 を分離 した． 骨髄も ヘ パ リ ン存在
下 に 穿刺吸引し， P B S で 5倍希釈 した の ち FノH 法 に
て 400Xg，30分間遠心 した． 中間層に 分画され た単核
細胞 を P B S で 3回洗浄 し， M cCoy5A培養液 くFlo w，
Mcle a n， V Al に 浮遊 した2 12 21
2 ． 付着細胞 の 除去
15％牛胎児血清 くF B S， Flo w， Sta n m o r e， N S W，
Au stralial を含む M cCoy 5 A培養液に て単核細胞 を
5 XlO8 個ノmlの 濃度に 調節 し， プ ラス チ ッ ク ベ トリ
皿 く60X15m m ，F alc o n揮30301 に て 37
0
C， 5％ C O2
条件下 で 60分間培養後， 付養細胞 を除去 し非付着細胞
くN A細胞lの み を回収 し た． な お， N A細胞の a ． ナフ
チ ル エ ス テ ラ ー ゼ染色陽性率 は2％以下で あ っ た ．
3 ． 単 ク ロ ー ン 抗体 O Kla と補体に よ る 補体依存
性細胞溶解法
臍帯血や骨髄 か ら得 られ た N A細胞 を 5 XlO8ノml
の 濃度に な る よう に M cCoy5 A培養液に 再浮遊 させ ，
Ia 抗 原 に 対 す る 単 ク ロ ー ン 抗 体 OKIalくOrtho
Phar m a c eutic al Co rp． ， Ra ritan ， NJlを 11100の 割
合で 加 え， 30分間室温に てイ ン ク ベ ー 卜し， O EIal抗
体 を N A細胞に 結合さ せ た． 新鮮 な， あるい は － 800C
に て 保 存 され て い た ウ サ ギ血 清 を補体 と し て ， こ の
O K Ial結合 N A細胞に 1110の 割合で 加 え， 37
0
C， 45
分間恒温槽 に てイ ン ク ベ ー 卜した後， 300X g， 10分間
遠心 し， M cCoy5 A培養液 に て洗浄衡 抗体処理前の
N A細胞浮遊液 と同量 に な る よう に McCoy 5 A培養
C Olo ny－fo r ming u nits in splee nニ FA C S，
flu or es ce n ce a ctiv ted c ells orterニ F B S， fetal bo vin e ser umニ H P C M， hu m a nplac ental
C Ondition ed m edium i P B S， pho sphate－buffe red salin e三 P H A， phytohe m agglutininニ P W M，
poke weed mitogen 三S P A， Staphylo co c c alpr otein A．
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液 に再浮遊させ た ． なお ， 補体依存性細胞溶解操作後
の N A細胞の O K 王al陽性率 は 4％以 下 で あ っ た ． ま
た ， 対照と し て， N A細胞 に O K 工al抗体 な ら びに 補体
の 両者 を加 える代わ り に McCoy5 A培養液の み ， ま た
は， O Klal抗体の み， また は， 補体の み を加 えた ．
4 ． プ ロ テ イ ン A を利 用 し た ロ ゼ ッ ト 法 に よ る
工a＋ 細胞と 王a
－ 細胞 の分離
ブ ド ウ 球 菌 よ り 精製 さ れ た プ ロ テ イ ン A
くstaphylo c o c calprotein A， S P Aニ Pha r m a cia Fin e
C he mic als， Up ps ala， Sw ede nl は ， 単 ク ロ ー ン抗体
O Kla がマ ウ ス の IgG2 サ ブ ク ラ ス に 属 す る た め こ れ
と結合可能で あ る． そ こ で S P A を利 用 した ロ ゼ ッ ト
法が用 い られ た． ウシ 赤血球 くbo vin e r ed blo odc ells，
B R B Cl を0．9％ NaCl溶液 で 3 回洗浄後 ， pa Cked
B R B C と し た． S P A は 0．9％ NaCl溶液 を 用 い て 1
m gJml に 調整 し， CrCl3 ．6 H20 も0．9％ NaCl溶液 に
て 1 m glml と し た． Gr o n o wic zら
2 31に よ る CrC13 法
の 変法 に よ り， pa Cked B R B C，SP A，CrC13 溶液を 0－1
mlずつ 1 ニ 1 ニ 1の 割合 で混合 ， 迅速 に 摸拝 し， 室温
に 5分間静置 した 後， た だ ち に 0．9％ NaCl溶液 で 4
回洗浄後， 最終濃度2％の S P A結合 B R B C を作製 し
た． N A細胞浮遊液 く5 XlO6ノmlうに O E 工al抗体 を 1ノ
40 の割合 で加 え， 40C， 30分 間 イ ン ク ベ ー ト 後，
M cCoy 5 Aで 2 回洗浄 した． OK I al結合 N A細胞 に
S P A結合 B R B Cを等量加 え， 200X g， 5分間遠心後，
室 温 に 30分間静置 し O K工al＋ 細 胞 の ロ ゼ ッ ト形 成 を
行っ た ． 沈層 を再浮遊後 Ficoll－ Hypaqu eく1．077gl
mり上ヒ重遠沈法 に て400X g，30分間遠心 した． 中間層
に 分画さ れ た ロ ゼ ッ ト非形成細胞 を P BSで 2回洗浄
し， 再 び S P A結合 B R B Cを等量加 え， 上記 と同様の
方法で再度， 中間層に 分画さ れ た ロ ゼ ッ ト非形成細胞
を1訂 細胞群 と して用い た ． 沈層 に 分画 さ れ た ロ ゼ ッ
ト形成細胞 を再浮遊後， Fic oll． Hy paqu e比 重遠沈法 に
て 400Xg，30分間遠心 した ． 再度， 沈層 に 分画され た
ロ ゼ ッ ト形成細胞 に 0．01M トリ ス ー 0．84 N札 Cl緩
衝液 くpH ニ 7．65J を 加 え S P A結合 B R B C を溶 血 さ
せ ， P B S で 2 回洗浄後工a＋ 細胞群 と して 用 い た． ロ
ゼ ッ ト非形成細胞に も トリ ス N 王i4Cl緩衝液 に て 同様
の処置を した． 臍帯血 N A細胞で は， S P A結合 B R BC
ロ ゼ ッ ト形 成 く1a＋う 細胞 は 28 士 3％ く平均値 士S D，
n ニ 9うで あっ た ． 骨髄 NA 細胞 で も臍帯血 と ほぼ 同様
の結果を得た こ31 士 3％ く平均値 士S D， n ニ 7L ま た ，
得 られ た 細胞 を O K工al抗体 を用 い た 間接免疫 ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ法に て解析 した と こ ろ ， ロ ゼ ッ ト形成細胞
のIa 横 坑原陽性率 は 75ル 80％で ある の に 対 し， ロ
ゼ ッ ト非 形成細胞 のIa 様 抗原陽性率 は 2 ％以下 で
あっ た ． 各々 の細胞群の 生存率 は try pa nblu e色 素排
泄法 で確認 し， 90％以上 で あ っ た ．
5 ． 螢 光 晴性 化 セ ル ． ソ 一 夕 ー Cflu o res c e n c e
a ctiv ated c ells o rter， F A C Sl に よ る解析 とセ ル ． ソ ー
テ ィ ン グ
よ り純粋 に工a十 細胞 と工a
－
細胞 を分離， 解析 する た
め に ， F A CS を使 用 し た ． 臍 帯 血単核細胞浮遊液
く1 XlO7lml に ， 螢光標識抗 ヒ ト H L A－D R単 ク ロ ー
ン 抗体 くBe cto nDikin so nIn c． ， M o u ntain Vie w，C Al
を 1ノ50の 割合 で 加え， 4
0
C， 30分間イ ン ク ベ ー 卜した
の ち， 0．1％ア ジ ドナ トリ ウ ム を含ん だ P B Sで 2回洗
浄 した ． 一 部 の 検体で は， ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ で 処理 し
た ヒ ツ ジ赤血球 と T リ ン パ 球に て E ロ ゼ ッ ト形成後，
FicollA Hy paque 比重遠沈法 に よ り T リン パ 球 を除去
したの ち2 41， 単ク ロ ー ン 抗体 を加 え た． Co ulterE PICS
C くCo ulte r Ele ctronicsIn c． ， Hiale ah， Fu セ ル ．
ソ 一 夕 ー を用 い て， 抗 ヒ ト H L A－D R抗体陽性細胞と
陰性細胞 と を分離 した ． so rt windo w を蛍 光を強く発
す る細胞 く1a＋うの領域 く全細胞数の 10句 30％っと螢光
を ほ と ん ど発 し な い 細胞 く1al の 領域 く全細胞数の
60一 － 80％l と に 設定し た． こ れ ら 2つ の windo w 間に
あ る約 10％の細胞は螢光 の 強度が 中等度 で ある の で，
各々 の細 胞群 へ の コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン を防ぐた めに 切
り捨て た ． 対照と して， 抗 ヒ ト H L A－D R抗体の 代わり
に 腹 水 の 非特異的IgG 免疫 グ ロ ブ リ ン くBethe sda
Re s e a r ch Lab．， Gaithe rsbu rg， M Dl を用 い た． 螢光
陽性細胞群 を再び F A CSに て解析 した と こ ろ， Ia十 細
胞 は 93％以 上 で あ っ たの に 対 し， 螢光陰性細胞群で は
5％以下 であ っ た ．
6 ． Ia＋ 細胞 お よ び1a
一
紙胞の 培養上 清の 作製
F B Sを 10％の 割合 で 含む R P M 工1640培養液 に て ，
F A CSに て 分離 し た工a＋ 細 胞 お よ びIa
一
紙胞 を 1 X
lO6ノml に 調整 し， 37
0
C， 5％ C O2 条件下 で 72時間培
養後 遠 心 し た ． 一 部 の 細 胞 は F A C Sに て 分離後
phytohe m ag glutinin くP H A， 0．1％， DI F C O， Detr oit，
M Iうを添加 した の ち同様に 培養， 遠心 した． 得られ た
上浦 を採収 し， － 20
0
C で保 存 した．
7 ． CFU－ GM コ ロ ニ ー 形成法
臍帯血， 骨髄各々 の Ia＋ ， Ia
一 細胞の C F U－GM 測定
に は， Pike ら
2引の 二 重軟寒天培養法を変法 して21I22潤
い た ． M cCoy 5 A培地 を基剤と し， 最終濃度0■5％の
寒天 くBa cto－ aga r， Difc o， Detr oit， M Il， 15％ F BS を
加 えた 培養液中に， 常 に 同 一 正 常人か ら採血 した末梢
血白血球 を 5 XlO5ノml と な る よ うに 加 え て1 mlずつ
プ ラ ス チ ッ ク ベ トリ皿 く35XlOm m， Falc o n丼30011
に 分注 した も の を 下層 と し た ． 上 層 に は最終濃度
0．3％の寒天，15％ F B S を含 んだ M cCoy5 A培養液中
に ， 工a
＋ 細胞な い し工a
一
細胞 を各々 1 XlO
5ノml， 2 X
C F C．G と C F C－M に お ける Ia 様抗原発現能
10
5ノmlと な る よう に 加 えて 1 ml ずつ 重 層 した．
一 部
のもの で は， 二 層法の 代 りに ， コ ロ ニ
ー 刺激因子 と し
て Bu rge ssら
2 6，0， ヒ ト 胎 盤 培 養 上 清 くhum a n
pla c entalc o nditio n ed m ed
ium ， H P C Ml を 15％， あ
るい は甲状腺癌細胞培養上清か ら精製さ れ た コ ロ ニ
ー
刺激因子 くC SF－Chugai， C hugai P ha r m a c e utic alCo ． ，
LT D． ， Tokyo， Japa nl
2 7増 10％委細口した 軟寒天単層
法を用い た． 培養 は triplicate で行い ， 3 r C， 5％ C O2
空気中で 7 旬 14 日間培養後，40個以上 の細胞が集落 を
なす もの を コ ロ ニ
ー
， 8 へ 39個 のも の をク ラ ス タ ー と
して算定 した．
8 ． C F C－G およ び C F C－M の細胞化学的分析
生 じた コ ロ ニ ー 内 の C F C－G お よ び C F C，M の細胞
化学的分析 は Kubota ら細 の エ ス テ ラ
ー ゼ ニ 重染色法
に よ っ た ． すな わ ち， 培養乳 軟寒天 を ス ライ ドガ ラ
ス 上 に移 し， 濾紙 に て 脱水 した の ち dト ナ フ チ ル ア セ
テ ー ト エ ス テ ラ ー ゼ 染色 と ナ フ ト ー ル A SD クロ ロ ア
セ テ ー ト エ ス テ ラ ー ゼ染色の 二 重染色 を行 っ た ． ぽ － ナ
フ テル アセ テ ー ト エ ス テ ラ
ー ゼ染色陽性の コ ロ ニ ー 及
びクラ ス タ ー を C F C－ M ， ナ フ ト ー ル A S D クロ ロ ア セ
テ ー ト エ ス テ ラ ー ゼ 染色陽性の コ ロ ニ ー 及 び ク ラ ス
タ ー を C F C－ G と し た．
9 ． 統計学的検定法
得られ た成績 はす べ て 平均値 士S D で 示 した． 2群
間の 比 の 平均値 の 差の 検定に は Student
，
s t．te st を用
い ， pく0．05 を有意と した ．
成 績
工 ． O EIal抗体 と 補体 を 用 い たIa＋ 細胞溶解 法 に
よ る C F U． GM コ ロ ニ ー 形成能 の 変化
骨髄細胞 と臍帯血 に お け る1a＋ 細胞 の 占 め る 割合
は， 補体依存性細胞溶解操作 に よ り調 べ た と こ ろ， そ
れぞれ 12．9士4 ．2％， 10．1士3．5％で あ っ た ． C F U－GM
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コ ロ ニ ー 形成法 を行な う前 に ， 前処置と して単 ク ロ ー
ン抗体 O K王al と補体 を用 い て ヒ ト骨髄細胞と臍帯血
各々 よ り1a＋ 細胞 を除去し， 対照と して ， 培養液の み，
ある い は O K la 抗体 のみ， ある い は補体の み で前処置
を行な い ， そ れ ぞれ の コ ロ ニ ー 数 を比較検討し た く表
1う． 骨髄細胞 を O E．Ial抗体 の み， また は補体の みで 前
処置 した場合 に お い て は， 培養液のみ で前処置 をし た
後 の C F U－G M コ ロ ニ ー 数 と著変 なか っ た が， O K Ial



















Fig．1． CFC－ M a nd C F C
－G colo nie sin c o rd blo od
cha r a cte riz ed by the do uble stainingfor ester a s e
a ctivity u sing both alpha
．n aphthyl a cetate and
n aphthoI A S
－D chlo r oa c etate a s s ubstrate s． Data
repr es e nt the m e a nperce ntageく士S Dlofc o ntroIs
tr e ated with c om ple m e ntくC
，
1 alo n eく100％1．
．
pく0．05v s． relativ einhibition ofc o ntr oIsin C F C
．
M by Stude nt
，
s t－teSt． C F C－ G， C Olo ny－fo rming
c e11s in gr a n ulo cyteニ C F C
－M ， C Olo ny－fo r ming
c e11s in m o n o cytelm a c rophageこ mix ， mix ed
c olo ny c onsisting of both gr a n ulo cyte s a nd
m a c r ophage si C
，
， C O mple m e nt．
Table l． C F U－G M fr om bo n e m a rro w a nd c o rd blo od after tre atm e nt with m o n o clo n al
O KIala ntibody plu sc o mple m e nt
a
No tre atm e nt OKIala ntibody Co mple m ent
B M Colo ny c o u nts
くN ニ 61 くノ105 c ellsI
Pe r ce nt
193．5士76．9 186．5士70．9 206．3土78．2 38．2士20．3
95．6士15．6 91．5土10，3 100 18．0士5．6
C D Colo ny co u nts
くN ニ 121 くハ05 c ellsラ
Per c e nt
101．0士48．2 111．5士6 0．5 1 13．2士70．0 63． 士35 ．2
103．8士18．0 1 02．9士14 ．0 100 58．8士13．0
a Bon e m a rr o w a nd c ord blo od m o n on u cle a r cells w er etre ated with m o n o clon al O KIal
antibody alo n e， C O mple m e nt alo n e， and O KIal antibody plu s c o
mple m e nt priorto C F U
－
G M c ultu r es． Ea ch v alu e repres entsthe m e a n士S D in triplic ate cultu r es． B M， bo n e
m a ro w m o n o n u cle a r c ellsi C D， C Ord blo od m o n o n u cle ar c ells二
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は 補体 の み の 前処置 に よ る C F U－G M コ ロ ニ ー 数 の
18．0土5．6％と著しい 減少を認めた． 骨髄 C F U．G M コ ロ
ニ ー に エ ス テラ ー ゼ ニ 重染色 を行な っ た と こ ろ C F C－
G く顆粒球 剰 コ ロ ニ ー 数が C F U．GM コ ロ ニ
ー 数 の
錮 ．3士9．4％と大部分 を占 めた が ， O K 工al抗体 と 補体
に て前処置を行な っ た後 に お い て も C F C－G コ ロ ニ ー
数 と C F C－ M く単球 ． マ ク ロ フ ァ ー ジ芦別 コ ロ ニ
ー 数 の
相対的比率 に は著変 を認 め な か っ た ．
一 方 ， 臍帯血 に
お い ては， O Kla 抗体と補体 に より ，1a＋ 細胞 を除去す
る と，C F U－G M コ ロ ニ
ー 数は補体 の みの 前処置 に よる
C F U．G M コ ロ ニ ー 数の 58．8 士13．0％と減少 した が ，
骨髄 と比 較す る と減少の程度 は軽度 であ っ た ． 臍帯血
で は 骨髄 と異な り， C F C．M コ ロ ニ ー 数が C F U－G M コ
ロ ニ ー 数 の 60．6 士7．7％を占 めた ． 図 1に 示 す よう に ，
OE ユal抗体と．補体に て前処置 を行 な う と， C F C－ M コ
ロ ニ ー 数， C F C．G コ ロ ニ ー 数 と も に 補体の みの 処理群
よ り減少し たが ， 相対 的に C F C－ G コ ロ ニ ー 数 の減 少
度 く55．4 士13．0％う の方が C F C．M コ ロ ニ ー 数 の減少
度 く29．2 士10．4％う よ り も 有意 に 著 し か っ た くpく
0．051．
． I工
． 臍帯 血 h 十 細胞と 工a
一 紙胞 に お け る C 下
－
U － G M
コ ロ ニ ー 形成能の 比較
臍帯血 N A細胞 に お い て， 1う 非分画細胞群， 2コ
ロ ゼ ッ ト法に よ り分画され た Ia
＋ 細胞群， 3コ ロ ゼ ッ
ト法に よ り分画され た Ia
一
紙胞群， り Ia＋ 細胞 とIa
－
細胞と を 3 こ 7の 都合で混ぜ あわ せ て 再構築 した群の
4 つ の 細胞群 に つ い て 二 重 軟寒天 培養法 を用 い て，
C F C－G お よ び C F C－ M の 測 定 を行 な っ た 結果 を表2
に 示 した ． その 結 乳 臍帯血 の 非分画群 に お ける C F C．
G と C F C－ M の 比 率は 44％と 56％で あ っ た ． Ia＋ 細胞
群， Ia一細胞群 の どち らに お い ても C F C－G， C F C－M と
も に 形成 され た が， 特 に 工a＋ 細胞群 に お い ては おも に
C F C－G が形成さ れ くCF C－ G 62％， C F C－M 38 ％1， Ia．
細胞群 で は CFC－M の 形成 が 主 体 を な し た くC F C．G
34％， C F C－ M 66％う． つ ま り， 非分画細胞 2 X lO
S個あ
た りIa＋ C F C－ G コ ロ ニ ー 数 は 33 士17 個， Ia
－
C F C－G
コ ロ ニ ー 数 は 20士15個 でIa＋ CF C－G とIa－C FC－G
の 比 は 1 ．62士0．34 で ある の に 対 し， Ia
＋ C F C－M と
Ia
－
C F C．M の 比は 0．50 士0． 9で あ っ た くpく0．01l．
Hl． 骨髄Ia＋ 細胞と Ia
一 細胞 に お け る C F U－ G Mコ
ロ ニ ー 形成能の 比較
表 3 に 示 す よう に ， 骨髄 N A細胞 に お い ても 臍帯血
と同様 に 4 つ の 細胞群 に つ い て 二 重軟寒天培養法を用
い て C F C－G， C F C－ M の 測定 を行な っ た ． そ の 結果， 骨
髄 の 非分画群 に お け る C F C－ G と C F C－ M の 比 率 は
69％ と 31％で あ り， 臍帯血 に 比 べ て C F じ Mの 絶対数
は非常 に 少 なか っ た ． 工a十 細胞群 に お い て は臍帯血と
同様 に C F C－ G の 形成が 主 体を成 した くC F C－G 77％，
C F C－M 23％う． 非分画細胞 105個 あ た り に 換算 し た
Ia十 C F C． G と Ia
－
C F CG の比 も 1．80士0 ．37 と C F C－
G に つ い て は1a 陽性 の コ ロ ニ ー が 優位で あ っ た ． 骨髄
に お け る C F C－ M の絶対数 が少 な い た め， IaM細胞群
Table2． Cha r a cteriz atio n of m yeloidpr oge nitor c ellsin s epa r ated Ia
＋
a nd Ia．c o rd
blo od c e11s8
No． colo nie sl
くal くb1 2x lO
5
c ells
Pr opo rtion No． in
of c olo nie sl u nfr a ctio n ated
totalc ells 2xlO5 population
Cellpopulatio n s in fr a ctio n c ells くaxbI Ia
＋lI訂





















a Ia十 a nd Ia
－
c e11populatio n s w er e s epa rated by a ros ette te chniqu e． Ia
＋ ＋Ia－c ellpo－
pulatio n w a s re c o n stituted at theIa
＋lIa－r atio of 3こ7■ Ea ch v alu e r epr es e nts the m e an
士S Dof nin9 S epa rate e Xperim e nts．
榊
pく0．01v s． C F C－G by Stude nt
，
s t－te St．
b Nu mbers lnpa r enthe se s a r ethe rate of C F C





， Or Ia＋ ＋Ia
－
c ellpopulatio n s．
C F C－ G と C F C－M に お け るIa 様抗原発現能
に お い て も 臍帯血 と は異 な り C F C－ M の 形成 は 少な
か っ た ． 非分画細胞 1 XlO
5 個 あ た り に 換算 した工a＋
CF C－M コ ロ ニ
ー 数は 10士 4 胤 Ia－CFC－M コ ロ ニ ー
数 は11 士8 個 で く工a
＋ C F C－MIIahC F C－M こ 0．90士
0．27l， CF C－ M に つ い て はIa
＋ 細胞群 とIal細胞群に
は有意の 差 は認め られ なか っ た ． こ の た め， C F C－G と
C FC－M に お け るIa 様抗原 の 発現能の 差異 に つ い て
さ らに 調 べ る た め に 以下 の 実験 は臍帯血 を材料と して
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行な っ た ．
IV ． コ ロ ニ ー 刺 激因子 の 影響




り純粋 に 分離 した後， 末梢血 白血j軋 ヒ ト胎盤培養上
清 くH P C Mう， 甲状腺癌細胞株培養上清か ら精製さ れ
た コ ロ ニ ー 刺激因子 くC SF－Chugail の 3種煉の コ ロ
ニ ー 刺激因子 を用 い て C F U－G M コ ロ ニ ー 形成能 を比
較 した ． 表 4 に示 す よう に ， どの コ ロ ニ ー 刺激因子 を
Table 3． Cha r a cte riz atio n of m yeloid progenitor c ellsin sepa r ated Ia
＋
a nd IaMbo n e





No． c olo nie sl
くbI lO5 cells
No． in
colo niesl u nfr a ctio n ated
lO5 populatio n
Ce11populatio n s in fr a ction cells くa xbJ Ia
十ノI訂














1 6士13く37％フ 11士 8
24士 9く32％1 24士 9
1．80士0．37
0．90士0．27
a Ia＋ a nd Ia－c e11populations w er e separ ated by a r o sette te chniqu e． Ia＋ ＋Ia，c ellpo－
pulatio n w a s re c o n stituted at theIa
＋lIa－ratio of 3ニ7． Ea ch valu e r epre se ntsthe m e a n
士SD of s ev甲 S epa r ate e Xpe rim e nts．
b Nu mber sln par e nthe s es a r ethe r ate of CF C
－G a nd C F C．M inthe u nfr a ctio n ated，Ia
＋
，
Ia－， O r工a十 ＋Ia．c ellpopulatio n s．
Table 4． C F C－G a nd C F CTM gr o wth in the separ ated Ia
＋
a nd Ia．populatio n sin c ordblood by
uslngthr eediffe r ent c olo ny－Stim ulatingfa cto rs
a
Pe riphe r al blo od
Colo nies＋ clu sters UlO5 c ellsI
C SF－C hugai H P C M
Cellpopulatio n s 7 days 14days 7 days 1 4days 7 days 14 days
Ia＋ C F C－G 94 土12 140士9 137士10 160士17
CFC－M 60士8 71 士4 76土6 116 士12
C F C－M ix O O 3士1 2士 1
CF C－GIC F C－M l．57士0．20 1．97士0 ．12 1．8O士0 ．14 1．38士0．53
Ia山 C F C－G 4士1 14 土2 8士3 13士2
C F じ M 7 士 1 25士3 13士4 37士4
C F C．M ix O O l士1 0






15 士4 31 士3
1士1 0
0．67士0．22 0，55士0，06
a Ia十 and工a－ c ellpopulatio n s w e r e s epa r ated by a F A CSandthenin cubated fo rC F U－G Ma s－
says u sing thr eedifferent kinds ofc olo ny
－ Stim ulatingfa ctorsi periphe al blo od leuko cyte sby a
do ublelaye r m ethod， C SF－C hugaiく10％1thatis pr epa red fr o mthe c ondition ed m ediu m of a thy
＋
roidc a n c er c el1 1in e， a nd hum an pla c e ntalc o ndito n ed m ediu mくHPCM， 15％1． Ea ch v alu e r epr e
－
se nts the m e a n士S Dn u mbers of c olo niesplu s clu ste rsin triplic ate c ulture sfor 7 a nd 14 days．
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Table 5． C F C－G a nd C F C－ M gro wth in the s epa r atedIa
＋ a nd Ia，population sin
c ord blo od after T －1ym pho cyte depletio n
a
Colo nies＋clu ste rsUlO5 c ellsI
Gellpopulatio n s Exp． 1． Exp． 2．
王a十 C F じ G
C F CtM
C F C－M ix
C F C－GICF C－ M
I釘 C F C－G
C F C－ M
C F C－M ix

















a T－1ym pho cyte s were depleted by a r o sette te chniqu e u sing n e u ra minidas e
－tr e ated
she ep red blo od c ells befo r e c ells orting． Se甲r ated c ordblo odla
＋
a nd Ia－c ellsby
a F A CSw e r e c ult r ed fo rCFU－G M a ss ays u sl ng CS F－C hugai a s a c ol ny
－Stim ulat－
ingfa cto r． Ea ch v alu e r epre sents the m e a n士S D in triplic ate c ultu
re sfor1 4 days．
Table 6． C F C－G a nd CFC－M gr o wth afte r r e c o n stitutio n with the s eparated Ia
＋ a nd Ia－c ellsin
c o rd blo oda
I
竿フ霜1s Iu811s c。1。nies C。1。des．cl。Ste，S C F C－G C F C－M C F C－M ix
1XlO5 0 140士20 1 90士28
0 2XlO
5 26士4 30士4
1XlO5 2Xl O5 1 96士23 240士29














c e11 fr a ctio n s w e re mix ed in the ratio sindic ated prio rto plating
in C F C－ Gand CF C－ M a s says． C S F－C hugaiw a s us ed a s a c ol ny
－ Stim ulatingfa ctor． T he n u mbers
ofc olo nies a nd clu ste rs
．
w ere expre ss ed a sthe m e a n士S D in triplic ate c ultu r e sfo r14 days■
T he
data fr om on e oftw o sl mila r e xpe rim ents a repr e se nted．
Table 7． E ffe cts ofthe c ultu r e super nata nts ofthe sepa r atedIa
＋ a nd Ia－c ellpopulatio n s o nCFC－G
and C F C－M gr o wtha
Colony－
Cell stim ulating
populatio n s fa cto rs
Colo nie s＋
clu sters C F C－G C F C－M CFC－M ix
くハ05 くハ05 くハ0
5 くノ105
c ellsJ c ellsI c ellsI ce11sI CFC－GIC FC，G
T－C ell－ None
depleted C S Fc HU
Ia＋ CS FcHU ＋P HA
populatio n CSFcH U＋ P H A
－Ia＋ － Sup
























































depleted C S FcH
Ia－ C SFcHU 十PHA
population C SFc H U＋P H A
．Ia十－ S up 69士17
































































c e11cultu re s uper n at nts stim ulated by phytohe m agglutinin




c ellpopulations w e rein c ubated fo rC F U




ce11c ultu re s upe rn at ntSくP H A．Ia
＋
． o rP H A－Ia
－
－ Suplat thefin alc o n c entr atio n of lO％
c 。mbin ed with a s m a11e r a m o unt of C S F－ChugaiくC S Fc R 。，5％1tha n u s u al． T he n umbe rs ofc olonie splu s
clu sters a r e e xpre ss ed a sthe m e a n士SD in triplicate c ultu re sfo r14 days．
T he data fro m o n e oftw o
simila r e xpe rim ents a re pr e se nted．
C F C．G と CFC－M に お けるIa 横坑原発現能
用い た場合 に お い て もIa
＋ 細胞群 に お い て は C F C－G
コ ロ ニ
ー の 形成 が優位 で あ っ た ． こ れ に 対 し工a．細胞
群に お い ては CFC－ M コ ロ ニ
ー の 形成 の 方が優位 で あ
り， ロ ゼ ッ ト形成法 を用 い て 細胞分 離を行 な っ た場合
と同様の 結果 と な っ た ． 培養期間に 関 して は ，Ia
一 紙胞
群で は コ ロ ニ ー 刺激因子 の 種類に 関係な く 7 日間培養
に 比 べ て 14 日 間 培養 を行 な っ た 方 が C F C－M コ ロ
ニ ー 数の 増加 が著 し か っ た ． 工a＋ 細胞群 に お い て は 一
定し た傾向は認め られ なか っ た ．
V ． 非造血 系補助細胞 くa c ce ssory c ellsフ の Ia＋ 及
びIa－C F tJ－ G M コ ロ ニ ー 形 成能 に及 ぼ す 影響
1 ． T リン パ 球除去 に よ る影響
T リン パ 球は 造血 細胞の 分化 ■ 増殖 に 影響 を与え る
補助細胞 くa cc e ss o ry c ellsl と して 知 られ て い る．
F A CS を用い た 細胞分離過程 に お い て， Ia十 T リン パ
球 の Ia
＋ C F U．G M分画 へ の 偏入 ， お よ びIa．T リン パ
球の Ia－C F U－G M 分画 へ の偏入 が C F C－G， C F C－ M に
おけ る工a 横坑原の 発現 能の 差異 に 何 ら か の 影響 を及
ぼ して い ない か を調 べ る た め に T リン パ 球除去 を実
施した． T リン パ 球 の 除去に は ノイ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理
ヒツ ジ赤血 球 を用 い た ロ ゼ ッ ト形成法 を利用 し， その
の ち F A C Sに よ りIa＋ 細 胞 とIaq細胞 の ソ ー テ ィ ン
グを行な い ， コ ロ ニ ー 刺激因子 と して C SF－C hugaiを
用 い て C F U－ G M コ ロ ニ ー 形成法 を行 な っ た ． 表 5 に
示 す よ う に ， T リン パ 球 除去後 に お い て も C F C－ G，
C F C，M に お け るIa 様抗原 の 発現能 に は 表 4 と比 較
して著しい 変化 は認め られ な か っ た ．
2 ． 培養細胞 の 再構築に よ る変化
工a＋ 細胞 とIa
－
細胞 と を い ろい ろな 割合 で 混 ぜ合 わ
せて 培養細胞の 再構築 を行な い C F U－ G M アッ セ イ を
行な っ た ． 表6 に 示 す よ う に ， 再構築 を行なう こと に
よる C F C－G コ ロ ニ ー 数 ， C F C－ M コ ロ ニ ー 数の 実測値
は， 理論的 に 計算され た期待値 に比 較 し， 有意の 著増，
著減は認 め られ な か っ た ． ま た， 表2， 3 に 示 し た よ
う に， 非分画細胞 に 占め るIa十 細胞， I訂 細胞の 割合 と
ほぼ 同率と なる よ う に 3 こ 7 の割合 で再構築 を行 な っ
たが， 非分画細胞に 比 べ C F CrG コ ロ ニ ー 数， C F C－M
コ ロ ニ ー 数が著 しく増減す る こ と はな か っ た ．
VI． 培 養上 清 の 影響
分離 し た工a＋ 細 胞 お よ びIa一細胞 の 培養上 清中 に
C F C－G や C F C－M へ の 増強因子 な い し抑制因子 が 存
在す るか どう か を調 べ る た め に ， 1a＋ 細胞 ま た は王訂
細胞浮遊液 へ P H A を添加 したの ち， あ る い は非添加
の まま 72時間培養後， その 培養上 清 を採取 し C F U－
G Mコ ロ ニ ー 培養 系 へ 加 え た． 表 7 に 示 す よ う に ，
P E Aで 刺激 され た 工a十 ，工a
一 細胞の培養上清 を加え る
とコ ロ ニ ー と ク ラス タ ー の 総数は増加 した が， C F C．G，
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C F C． M へ の 偏 っ た 増加， 減 少は お こ ら ず C F C－ G と
CFじ M の 比 に は 変化 を認め なか っ た ．
考 察
Ia 様抗原 は ヒ ト造血幹細胞 に お い て， そ の 一 連 の 分
化 の 過程 で発現 して く る こ と が 報告 さ れ て い る．
M o ore ら2引は ヒ ト骨髄細胞長期培養法 を用 い て ヒ ト
の 最 も 未熟 な造血幹細胞 で あ る 多能性幹細胞 を培養
し， こ れ が工a 様 抗原 を欠い て い る こ と を 示 し た．
Ke eting ら
3 0Iも ま た， ヒ ト骨髄細胞の長期鞍体培養 に
て 同定さ れ る造血前駆細胞は工a 様抗原を欠き， 軟寒天
コ ロ ニ ー 培養法で検出され る 前駆細胞 より さら に 未分
化 な 細 胞 で あ る こ と を 示 し た． し か し， C F U．
G E M M1 8ト2 01， C F U－G M4ト 101， B F U．E
8111卜 川 な どの 方
向づ け られ た 前駆細胞 に は1a 様抗原が発現 して お り，
B FしトEに お い て は C F U－E へ 分化す る 間に 抗原性 が
消失す る とさ れ て い る8Illト 用 ． こ の よう に 各系統 へ の
方向づ け を獲得 した 幹細胞 に お け る急速なIa 様 抗原
の 発現と， それ らの 成熟と と も に 生ずる選択的な抗原
性の 消失は， こ れ ら分化 の過程に Ia 様抗原 が関与 して
い る こ と を示 唆 して い る ．
本研究で は， まず ヒ ト骨髄単核細胞 を単ク ロ ー ン抗
体 O K 工al と補体 で処 理 して 王a 様 抗原陽性細胞 を溶解
す る 方法 くn egativ e s el ctio nl を用 い て CFC－ G 並び
に C F C－M 各々 に お ける工a 横坑原の発現能に つ い て
検討 した． その 結果， 骨髄で は臍帯血 に 比 べ Ia＋ C F U－
G Mの 減少が 著 しい が CFC－G とC F C， M の相対的比
率 に は著変 を認め な か っ た の に 対 し， 臍帯血に お い て
はIa＋ C F U－ G Mの 減少が 軽度で ， 残 っ たIa
一 細胞 が
C F C－ G よ り も む し ろC F C－ M を よ り強く発育 させ た．
しか し， 補体 を介 した細胞溶解法 に お い て は弱陽性細
胞 を溶解 しな か っ たり ， 細胞群間に お い て補体 に対す
る 感受性の 差異が存在 した り， 細胞が体内を循環 して
い る 間に 細胞膜に 変化が お こ っ た りす る可能性がある
た め， さ ら に ， ヒ ト臍帯血 なら び に ヒ ト骨髄か ら1a＋ お
よ びIa一紙胞 を分離分取 くpo sitiv e s el ctio nl し，
C F C－G お よ び C F C－M に お けるIa 様抗原の発現能の
差異 に つ い てよ り詳細 に 検討 した． そ の結果， C F C－ G
と C F C－M はお 互 い か ら完全に 分離さ れ た わ け で は な
い が， 臍帯血に お い て は1a 様抗原陽性の骨髄系前駆細
胞か ら は C FC－M に 比 べ て C F C．G をよ り 強く 発育 さ
せ た
．
こ れ に 対 し， 1a様抗原陰性の 前駆細胞か ら は
C F C－M の 発 育 の 方が 優位 で あ っ た ． こ れ は 臍 帯血
C F U．GM が顆粒球系ある い は単球系の どち ら へ 方 向
づ け られ る か でIa様 抗原 の発現能が異 な り C F C－ M
で は発現能が弱い こ と を示 し， 1訂 であ る 多能性幹細
胞の少数の もの はIa－の ま ま選択的に C F C．M へ 方向
408
づ け られ る と推測さ れ る く図 21．
最近， Griffin ら3 1恨 ヒ ト骨髄 を用 い て H L A． D R抗
原量の強度 に よ り H L A－D R抗原 強陽性， 弱陽性 に 分
けて未熟な くday141 C F U．G M と よ り成熟 した くday
7，C F U．G M に つ い て検討を行 な い ， 未熟な くday141
C F U．G M に お い て は C F C－ G と C F C－M 間 で H L A－
D Rの 抗原量 に 有意差 を認 めず， H L A－D R抗原量 で は
その Subset を同定で き ない が ， よ り成熟 した くday71
C F U． G M で は CF C－G は頭陽性群 ， C F C－ M は強陽性
群 に 多 く， H L A．D R抗 原 の 強 弱 に よ り CF C－ M は
C F C．G と分離 され うる と報告 した ． 今回の我々 の研究
で も骨髄 に お い て は臍帯血 と異な り C F C－M コ ロ ニ
ー
数 は1a＋ 細胞 1 XlO
5個 あ た り 34 士 仏 工a
一 細胞 1 X
lO5 あた り 16 士13 と工a 陽性細胞群 に 多 く認 め ら れ た
が， 絶対数で は有意菱 を認 め な か っ た ． 臍帯血 C F C－M
と骨髄 C F じ Mの 同 一 性ある い は差異 に つ い て は詳 し
く検討 し て い な い が骨髄 の CF C－M は C F C．G に 比 べ
て少数であり1a＋ 細胞群 に 相対的に 多く存在す る の に
対 し， 臍帯血 に おい て は C F C－G に 比 べ て CFC－M が多
数を占め ， そ の C F C－M が I訂 細胞群 に 多 く存在 す る
こ と は興味深 い こ とと思わ れ た ．
最近， 造血 幹細胞 の分化増殖 の調節機構 に T リン パ
球な どの補助細胞が関与 しう る こ と が 明ら か に され つ
つ あ る． 骨髄お よ び臍帯血単核細胞の 分離過程で こ の
補助細胞 が混 入 し， 工a
＋ お よ びIa
一
前駆細胞の顆粒球
系ある い は単球 ． マ ク ロ フ ァ ー ジ系 へ の 発育 を修飾 し
て い る可能性が ある た め い く つ か の 検討 を加 えて み
た． しか し1a十 細胞お よ び 工a
一
紙胞 の 分離前 に あら か
じめ T 細胞 を除去 して お い て も， あ るい はIa＋ 細胞 と
工a
一
細胞 を様 々 な 割合 で 混合 し再構築 を行 な っ て も
C F C．G 並び に CFC－M コ ロ ニ ー 形 成 に は著変 を認 め
ず， 補助細胞 がIa十 お よ び Ia
－
C F C－G ま た は CFC－ M




＋ 細胞お よ び王a ． 細胞 に P H A を添加 して
培養 し， そ の培養上 清 を C F U－G M コ ロ ニ
ー 培養系 へ




ロごC－ G 一 寸 G職 nuO Cyte S
．
汎 朝 一 ヰCFC－H一 浩寄島sIオー
Fig． 2． Pr opo s ed diffe r entiatio n sequ e n c e of
m yeloidpr oge nitor cells in c o rd blo od－ C F U
T
G M， C Olo ny－fo rming unitsin gr a n ulo cyte
－ m On O－
cytelm a crophagei C F C．G， C Olo ny－fo r ming c ells
in gr a n ulo cytei C F C
－M ， C Olo ny－fo r ming c ellsin
m ono cyteJm a c r obhage ．
め た も の の C F C－G コ ロ ニ ー 数 お よ び C F C－ M コ ロ
ニ ー 数 の 比 に は 著変 を認 めな か っ た ． in vitr oで 同種
抗原や P H A， pOke w e ed mitogenくP W Ml な どの
mitoge nで 刺激さ れ た T 細胞 の 産生す る液性因子 に
は強い C S F活性が存在 してい る． Ha m a n oら321は， マ
ウ ス の 主 要組織適合抗原 で あ る H－2 の 異な る 同種抗
原 を投与 して T 細胞 を刺激 す る と ， 脾 お よ び骨髄の
C F U－S が増加 す る こ と よ り， 何 らか の 強い 刺激 を与え
た場合 に T 細胞よ り産生 さ れ る液性 因 子 の 存在 に よ
り， C F U－S の 分化， 増殖が 克進す る可能性 を示 した．
ま た ， C F u G E MM の 形成 に は P W Mで 刺激 したマ ウ
ス 脾細胞の 培養上清や ， P H A で刺激 した 末棉血単核
球の 培養上漕が必要で あ り1 51， mitoge nで 刺激をう け
た T 細胞 か ら の液性因子 が C F U－ G E M Mに 対し て刺
激因子 と して作 用す る もの と 考え られ る． また， P H A
で 刺激 され た T 細胞 と骨髄単核細胞 と の 混合培養に
よ り C F U－G M， C F U－E が 抑制さ れ る こ と
331も 報告さ
れ て い る． さ ら に ， 再生不良性貧血患者 の 骨髄および
末棺血中に C F U－G M， C F U－E， B F U－ E に 対し て抑制
的 に 働 く T 細胞や単球が存在す る こ と に つ い ては多
数 の 報告3 4ト 抑 が あ り， た と え ば患者末梢血 の 単核細胞
や骨髄細胞 を正 常骨髄細胞に 添加 し混合培養する と，
正 常骨髄幹細胞の 分化， 増殖 が抑制 され たり
34ト 361
， 正
常 ヒ ト C F U－G Mに 対 して抑制的 に 働 く 患者末杓血か
ら単球 を除去 す る と抑制作用 が な く な る こ と371な どが
報告 され て い る． こ の よう に 骨髄系前駆細胞の発育に
は T 細胞 その 他の 補助細胞が複雑 に 関与 し て い ると
予想 さ れ る． し か し， 今回 の 検討 で は C F U．GM か ら
C F C－G お よ び C F C－M へ の 分 化 の 調節 に 補助細胞は
それ ほ ど重要 な役割 を果 た して い る と は 考 えられ な
か っ た
．
と こ ろで ， ヒ ト臍帯血 並 び に 新生児末梢血 に は多数
の 造 血 幹細胞 が存在 し， 骨髄 と異 な り C F C．G に 比 べ
C F じ M が多数を占め て い る
2 21
．
さ ら に ， 今回 の 研究で
は ヒ ト臍帯血 の C F C－M はIa－の 前駆細胞群 に 多く存
在 した ． ま た ， マ ク ロ フ ァ ー ジに は H L ん D R抗原陽性
の もの 並 び に 陰性の も の の 2種類が報告さ れて い る ．
Stiehm ら 吋 は成人 末梢 血 の 単球の D R抗原発 現性と
比 べ る と ヒ ト臍帯血 に お け る単球の H LA－D R抗原発
現性 が減少 して い る こ と を示 した． Lu ら 細 も また， マ
ウス の 新生児の マ ク ロ フ ァ ー ジ で は工a 抗 原の 発現性
が低 い と報告 した ． 本研究 か ら こ の よ う な末梢血の単
球 に お ける Ia 様抗原発現性の hete roge n eity は， その
前駆細胞 に お け るIa 様 抗原発現性 の heter ogen eity
と密接 な関係がある こ とが 強く示 唆 され た ． 特に ヒ ト
の新生児期の 工a
一
単球 ． マ ク ロ フ ァ ー ジの 増加 は， 今回
明 らか と な っ た臍帯 血 で の Ia
－
C F C－ M 前駆細胞の 増
C F C－G と C F C－M に お ける Ia様抗原発現能
加と強い 関連性 が予 想され ， 興味深 い 点である ． 胎生
期， 新生児期の C F C－M の 増加， 特に Ia．C F C－ M の増
加の 機能的意味 は現 在の と こ ろ全く 不明で あ るが ， 単
ク ロ ー ン 抗体 を用 い て と 卜血 液前駆細胞 に お ける 1a
様抗原の 発現性 に つ い て さ ら に詳 し く検討す る こ と は
造血機構 に お け る前駆細胞の 成熟過程 をさ ら に 明瞭化
する の に 大い に 役立 つ も の と期待 され る．
結 論
造血幹細胞 の 分化 の 過程 に エa 横坑原が関与 して い
る とさ れ るが ， 本研究で は， C F U．G M か ら C F C－ G な
ら び に C F C．M へ の 分化過程 に お け るIa 様抗原 の発
現能 を検討 した ． 方法 と して， 補体依存性細胞溶解法
を用い た工a
＋ 細胞除去操作 に よ り， あ るい は セ ル ．ソ ー
ティ ン グ法 およ び免疫 ロ ゼ ッ ト法を用 い た 工a＋ 細胞と
Ia一組胞の分離分取操作 に よ り検討 し， 以 下の 結果 を
得た．
1 ． 補体依存性細胞溶解法を用 い て1a＋ 細胞 を除去
する と， 骨髄で はIa＋ CFU，G Mの 減少が 著 しく， その
ほと ん どが C F C－G と考 えられ た．
2 ． 1 と同様な 処理後， 臍帯血 で はIa十 C F U．G M の
減少は軽度 で， 残 っ たIa一紙胞 は C F C－G よ りも C F C－
M を より強く発育さ せ た．
3 ． 工a＋ 細胞 と1a
一
細胞 を セ ル ． ソ 一 夕 ー で 分離分
取す ると ， ヒ ト臍帯血非付着細胞 に 関 して は，工a＋ 細胞
群， Ia一 細胞群の どち ら に お い ても C F C－G， CFC－M と
も に 形 成 さ れ た が 特 に 工a＋ 細 胞群 に お い て は 主 に
C F C，G が形成 され ， Ia．細胞群で は C F C－ M の 形成 が
主体を な した．
4 ． ヒ ト骨髄非付着細胞 に 関 して は ， 工a＋ 細胞群 に
お い て は 臍帯血 と同様 に C F じGの 形 成が 主体 を成
し た． 骨 髄に お け る C F C－M の 絶対数が臍帯血 に比 べ
て非常 に 少 な い た め ， Ia一紙胞群 に お い て も C F C－ M
の 形成 は少な く， 有意の 結論は得 られ なか っ た ．
5 ． 末梢血 白血 球， HP C M， お よ び CS F－Chugaiの
3種類 の コ ロ ニ ー 刺激 因子 に よる 臍帯血 C F U－G M測
定で は， い ずれ の C S F を用い た場合に お い て も Ia＋ 細
胞群で の C F C－ G 優位 お よ びIa一細胞群 で の C F C－ M
優位 に は変化 を認 め な い こ とよ り ， コ ロ ニ ー 刺激因子
に よ る工a 様抗原の 発 現 能 へ の 影響 は 少な い も の と 考
えられ た．
6 ． 臍帯血非付着単核細胞か ら T リ ン パ 球 を除去
した後の C F じ G Mコ ロ ニ ー 形成 法に お い て も， また
Ia＋ 細胞 お よ びIa．細胞 に よ る 再構築後 の C F U－G M
コ ロ ニ ー 形成法に お い て も C F C－G， C F C－M に は著 し
い増減を認 めず， 補助細胞の 1a 様抗原発現能 へ の 関与
は少ない もの と 思われ た．
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7． 分画 したIa十 細胞 な ら びに 1訂 細胞 に P H A添
加ある い は無添加 の ま ま培養 した上 清 を C F U－ GM コ
ロ ニ ー 培養系に 添加 して も，C FU－ GM 総数 は増加 した
も の の ， C F C－G， C F C． M に お けるIa 横坑原の発現能
に は偏 っ た増減 は お こ らず， 王a十 細胞な ら びに 1a
一 紙
胞の 培養中 に C F C－G や CFC－ M へ の増強因子 や抑制
因子 は放出 され な い もの と考 えられ た．
以上 よ り，C F U－G M か ら顆粒球系ある い は単球系の
ど ち らか へ の 方向づ けとIa 様抗原の 発現能 と の 間 に
は密接な関係があり ， C F C．G で は その 発現能が強く，
C F C－M で は そ の発現能 が弱 い こ とが 明 らか と な っ
た ． ま た， 臍帯血で はIa 横坑原発現能の 弱い C F C－M
が 多数存在 し， 何ら か の 生理的意義が 示 唆され た．
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A bstra ct
T he prese nt s tudy w aspe rfbr m edto e x a min ethe di脆 re nt e xpr ession of Ia
－1ike antlge nS O n
myeloidprogenitor c ells in the m a tura tion pr oc e ss丘o m colony
－fbr ming units in granulocyte
－
m on o cytelm ac r ophageくC F u G MJtocolony－fbr ming cellsin gran ulocyteくCFC－ GJor to colony－
fbr ming cellsin m o nocytelm a c rophageくC F C－ MJ． Fir st， Ia－1ike antigen －PO Sitiv eくIaり cells w ere
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eliminated 丘om hum an cord blood a nd bo n e m a rr o w m o n o n ucle a r c ells by a comple m e nt
m ediated cytotoxity techniqueくn egativ esele ctionJ． Ne xt， Ia
＋
a nd Ia－1ike a ntige n－ n egativ eくIal
cells were separ ated by a ro s ette e chniqu e or by a ce11
－S Orting techniqu eくpositiv e s el ctionl．
CF U－ G M werea ss ayed in s emisolidagar c ultu re afte r n egativ e a nd po sitiv e s
ele ctio n， a nd C FC－
G weredifrbrentiated 丘om CFC－ M by a do uble stal n l ngfbr estera se a ctlV lty． C F U
－ G M in bon e
m ar row w a sm a rkedlyinhibited after a negativ eselec tio n． T his w a sm ainlydue
to theinhibition
of C F C－ G ． In co ntras t， the inhibition of C F U－G M in cord blood was mild， a nd C F C
－ M was
ge neratedin a gr ea ter exte ntin the residual Ia
－
c ell fraction ． A fte rpositiv e s el ction by a r osette
technique， the m aJOrlty Of C F C
－G in c ordblo od a nd bon e mar row wasge n e r ated in the Ia
＋ cell
fraction ． In c ontrast，the maJOrlty Of C F C
－ M in cord blo od wasgen e r atedin theIa
－
c e11 fra ction ．
T he pr edomin a nce of C F C
－G in theIa＋ fraction in c o ntr ast t o the predomin a n c eofCFC－ M in the
Ia
－
fraction wa s c onnr med by u sl ng a C e11
－S Ortl ngteChniqu e－ T hepossibilitythat a ce s so ry c e11s
might influe nc e the CFC－ G and C F C
－ M c olony fbr matio n w a s als o tested in this study， T
－




cells at va riou s r atios， and addition ofthe




c ells， howev e r， did no ta飴 ct the di恥 rentiation of C F C
－G a nd
CFC－ M ． T hes e r e sults sug gest that Ia－depe ndent r egulat ory m e cha nism s participatein the
di飴rentiatio n of CF U－G M to C F C－G and CFC－ M ． Fu rther mor e， S Om e difftren c es in the
cha rac teristics of Ia－ antlgen
－bearl ng CF U
－ G M w er edem onstra ted betw e en cord blo od and bone
m a r ow c ells． T he pre cisephysiologic alr ole sofala rge n u
m be rof C F C－ M in c ord blo od， W hich
are n egativefbr Ia
－1ike antige n， r e m ain t obe elucidated．
